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INFLUENCE DE L’AZOTE ET DU PHOSPHORE SUR LA
CROISSANCE ET LA TOXICITE DE PROROCENTRUM
LIMA (EHRENBERG) DODGE

Marune MOREAIX et Pairick LASSUS

[FREMER, Cenue de Nantes, DEL/PN, B.P. n° 1049,
41037 Nantes Cedex 01, France.

RESUAE - Peu d'études ont & réalisées sur Iinfluence des nutriments sur la croissance
el Lz toxicité de dinoflagelles producteurs do poisons diarrheiques (Diarrhetie Shellfish Poi-
son = DSP). Des resultats préliminaires sant preseniés ici en ce qui concerne Leffet de
concentrations crosssantes d'azote norgamgue et de phosphore organique sur le taux de
division et la production toxinique de Proracenrum lima (souche espagnole PL2V). L'azo-
te a une nfluence positive sur la croissance de celle microalgue jusqu'a une valeur seuil do
880uMF!. Au-dela de ce seuil, le taux de division diminue. Pas contre, leffet sur la
Loxicné mest pas significatif, les coneentrations en acide okadaigue ot DTX] restant rela-
tivement faibles (1.8 + 0.5 pg.cell') et stables. Le phosphore agit imégralement sur le
taux de division et 1 y @ une relation inverse entre ce dernier et le confenu Loxinique cellu-
laire.

ABSTRACT - Very few atiempts have been made m order 1o investigate the role of nutri-
ents on cellular grawth and toxin production in dinoflagelfates associated wilh 13SP {Diar-
rhetic  Shellfish Paison). Some preliniinary results are presented here, aiming at a betier
knowledge of inorgamic nitrogen and organic phosphorus effects upon division rate and
Loxin content of Prorocenirum kima (P12¥ spanish strain). Nitrogen have a positive cffect
on growth rate, up to a threshold value of 830xM.i1. Above this threshold the growth
rate decreases, There 15 no effeet on toxin content since okadaic acid and DTX1 cell con-
tents remain iow {+.8 + 0.5 pa.ceil-!) and steady. Phosphorus effect upon division rate fol-
lows 2 non-linear relationship, whereas cellular toxis content is inversely proportional (o
growth rate.

MOTS CLES © Prorocentrum lima, acide okadaique, DTXI, taux de croissance, toxicilé,
nurriments.

INTRODUCTION

Prorocentrum lima (Fhrenberg) Dodge est un dinoflagellé benthique fai-
sanl partie des biotapes coralligénes assovics a la ciguatera (Yasumoto et al.,
1980). Bien quiil ne soit pas connu pour produire des phénomenes d'esux
colorées, il est associé - avec Dinophysis spp. - depuis 1982 & des épisodes de
contamination diarrhéique des coquillages (DSP: diarsheic shellfish poison) sur
les cotes espagnoles (L.ce ef al., 1989; Bravo, 1991) et probablement a des
phinoménes de bioaccumulation daus la chair de poissons tropicaux (Gamboa
et al., 1990; Frémy ef al.. in press).

I'n effet. P. fima csi observé principalement dans les régions
sublropicales pacifigues (Yasumoto et al., 1980; Bomber er al., 1985; Carlson et
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. 1984) et fes toxines quil produit, d'abord identifiées sous la dénomination
PLT L 17 el 111 seraient ca fail de l'acide okad (fraction
PLTI. Murakami er al., 1982) de la DVXI et une autre loxine appelée
Prorocentrofide (Yasumoto, 1990).

En cc qui concorne les cotes frangaises, clest unc espéce qui a &lé
recensée dans le plam,lon en 1986 & Oucssant (Lassus, 1988) avec unc concen-
tration de 6400 coll.l”, el en coincidence avec unc conlaminalion DSP de mou-
s TP S et RSSO PRI R TRER AL
bivalves fitreurs peut étre induite par voie alimentaire (Ilouvenaghel e al.,
1991).

Afin de prévenir la contamination des mollusques, il importe donc de
micux connaitre les conditions de milieu pouvant modifier le rythme de crois-
sance et la production de toxine chez ceite espéce. En effel. chez plusieurs
dinoflagelles  loxiques. ces parametres sont influencés par dos facteurs
environnementaux ou physiologiques (Hall, 1982: Boyer et af., 1985). Pour ce
qui est de P. Lima, Morton & Norris (1989) ont étudié linfluence des conditions
de cultures (salinite, terapérature, lumiere) sur le taux de division, et, en 1991
Schoemann er al., ont travaillé sur le rofe de la matiére organique sur la crois-
sanve de cetle cspéce. Ccpcnd.ml jusqu’a present, trés peu d'auleurs Lraitent de
Vinfluence des facteurs physiques. chimiques ou biologiques sur la toxicité de P.
lima, excepté Tomas & Baden (1991) qui ont observé |impact de diverses sour-
ces et concentrations en phosphate sur fa production toxinique et e
développement d'une souche Irapicale de ce dinoflagellé.

Somple tenu de la spécificité propre au développement des espéces
tempérées de Prorocentrum, nous avons étudié {'offel de concentration crois-
santes d azole minéral et de phosphare organique sur le taus de division et 1
toxicilé d'une souche de £ fima & origine espagnole.

METHODES

La souche de P. fima utilisée (PL2V) a été isolée au large de \'igo (Es-
pagne) en 1987 (fig. 1): depuis. la cullure est maintenue au laboratoire 4 20°C,
avee un cycle jourfnuit 12/12 et un éclairement de 24zmole photon.m?s’, en
ballans de 2 ou 0.5 litres remplis pour mwoitié de milieu "K° (Keiler & Guillard,
1983), realisé a partir d’eau de mer naturelle filtrée sur 0.22um.

Pour chague upcncnce deux rephcals par test ont été realises et les
cultures n'onl pas ¢t remises en suspension jusqu’a récolte des cellutes, Des tu-
bes 4 essai ont été inoculés avec une cullure de 48 jours, & raison de SO0
cell. ml ' ils contiennent 15 mil d'eau de mer filirée et auloclavée de salinité
3554 0.5% et enrichic en mifien "K™ modifié. Pour réaliser les expériences, fes
sources iniliales d‘azote et de phosphore du milicu "K”™ normal (NaNQy NHCl
et Na, Glycérophosphale) onl ¢ ¢liminées respectivement pour chague
compose testé. Par la suite. les nitrales ont ¢t ajoutés sous forme de NaNO;
aux concenlrations de OuMLIT, $8uMLIT, 880N, 1760 et 264GpMLLY,
qui representent respeclivement 0%, 10%, 100%. 200% et 300% de la concen-
tration normale de nitrates dans le milieu "k

K”. De méme, et selon les tests, nous
avons ajoute @I, ML WAL, 18aMIU e 20 de
Na,Glycér qui repr 0%, 30%, 100%, 150%
et 200% de 1 concentration en phosphates du milieu “K’. Les tubes contenant
100% de phosphales font ofiice de témoins: cn effet, lour composition cn azote
ot phosphore correspond a celle d'un miliew “K* normal. Pous ces
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Figure 1. - Microphotographie phortonique d'une cellule vivante de Prorocenimim lima
threnberg) Dodge en culture. Echelle: 1Smm = 10wm - Photo M. Bardouil,

IFREMER Nantes,

expérimentations - une avec nitrates, une avec phosphates et une normale pour
les temoins - la croissance sest dérouté a 20°C, sefon les mémes modalites que
celles précédemment decrites.

Aprés 15 jours de developpement, les cellules sont céinoculées dans le
méme milicu expérinental et dans des conditions similaires. Cette procédure a
¢lé répétée trois fois afin d éviter loute influence du conleny initial cn azate of
phosphore des cellules sur les vitesses dassimilation des nulriments. les
différentes réinoculations correspondent donc & Ly, o + 15, t + 30 4, + 45 =
temps de début d'expérimentation. Un prélévement a alors été fait afin de
vérifier le nambre de cellules présentes dans chague tube.

Les expérimentations ont été arrétées & 30 jours, ce qui correspond  la
fin de la phase cxponentielle chez celie espéce 3 taux de croissance faible. Le
taux de croissance en 30 jours a été calcul¢ par la formule de Fukasawa el al.
(1980):

LnC, —1n Gy
Ll
{1, = To)lny

Aprés complage sous microscope, a la cellule de Nageoite, le contenu
des différents tubes a aloss été récollé par filiration sous vide sur un filtce
nuclépore de Sum. Lo filtre avec Tes ceflules ost conserve dans du méthanol et le
toul congelé a -80°C. Par la suite, les cellules sont éclatées par aclion des
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ultrasons (Sonix Vibracell); la solution ainsi obtenue est alors soumise & une ex-
traction liquide/liquide: aprés lavage & I'hexane, les cellules sont extraites par le
chloroforme.

L‘analyse chimique de la toxicité a été effectuée par CLHP selon la
méthode de Lee et al. (1987), cest-d-dire par couplage des toxines avec un
réactil fuorescent, le 9-antheyldiazométhane (ADAM) et détection en
fluorescence.

RESULTATS

Les cultures sans source d'azole rajoutée dans le milieu présentent un
taux de division relativement bas (0.032 div.j™) environ 2.5 3 3 fois plus faible
que celui des essais avee source d'azote {fig. 2a). Lo revanche, le taux de divi-
sion des cultures enrichies en azote minéral augmente jusqu'a une valeur maxi-
male de 0.092 divj? pour 100% de NaN0,. Si les quantités de nitrates sont
doublces ou triplées, cette valeur chute 4 0.07 di dans Jes deux cas. On
constaie donc une influence directe de la concentration en azole minéral sur la
croissance, jusqu’a une valeur seuil de 880M.J7.

En ce qui concerne la toxicilé, exprimée cn picogrammes d'acide
okadaique par cellule, les valeurs varient peu autour d'une moyenne égale a; 4.8
+ 0.5 pg.celf’, les différences observées entre les concenirations d'azote testées
w'étant pas significatives (fig. 2).

Les cultures earichies a SuMLI! et 10uMI7 de Na, Gl\ceroPhosphmc
présentent les laux de division les plus faibles soit environ 0.07 div.j'. Ce sont
les alpues cultivées & 0uMIY, 1SaNLF! et 20,0111 de phosphates qui ont les
taux les plus éleves soit 0.09 div.j ; nous obtenans donc une courbe de type "V
avec un minimum (fig. 2b). Ces résultals montrent une action moins marquée
quavee 'azole du phosphore organique sur la division cellulaire, Néanmoins, la
toxicité la plus forte est détectée dans les cultures ayant le taux de croissance le
plus bas: 0.066 div.j? ce qui correspond 4 ta composition en phosphate d'un mi-
liew "K” “narmal”, dans ce cas, la courbe est de type "V inversé avec un maxi-
mum (fiz. 26).

Pour chacune de ces expériences, nous avons pu observer fors de l'ana-
lyse en CLIIP Ia prisence d'une seconde loxine diarrhéique: ta DTXI (fig. 3),
dérivé methylé de l'avide okadaique normalement présente dans cette souche
(Lee er af., 1989). Toutefois, la IDTX] ne représente que 10 a 15% du total des
toxines (fig. $a et 4b), el ce, quelles que sofent les concentrations en azote et
phosphore testées. Il semble done, dans ve cas précis, que la produ de
okadaique et de DTX| suivent les memes varialions quantitatives, et ce,
indépendamment des nutriments testés.

DISCUSSION ET CONCLUSION

Quelques espéces de dinoflagellés peuvent stoker I'azote et fe phosphore
sous forme de reserves intracellulaires afin de Vuliliser lors d’une carence dans le
milieu (Cembella et af., L984. Dorich er al., 1984). D'aprés nos résultats, P.
fima agirait e la méme fagon avec l'azole puisque méme aprés trois imocu-
Fations successives dans un milicu sans nitrate, nous observons un taux de divi-
sion 2 significatif dans les cultures (0.03 div.i'). Par ailleurs, il sem-
blerait que des concentrations croissantes de nifrates aient un effel sur les taux
de division avee une valeur seuil de 880xMLIT au-deld de laguelle la croissance
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Figure 2. - Influence de diverses concentralions en azate (2a) etphosphore (2b) sur e taux

de division (- - - -) el fa Toxicité (

) de P. lima.
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Figure 3. - Chromatogramme de I'analyse en CLHP de P. fima. t= temps d'élution en
minutes.

Tigure 4. - Pourcentages relatifs d'acide okadaique () et de DTX1 (M) dans les cultures
de P. fima en fonction des concentrations en azote {4a) et phosphore {4b).

diminue; l'influence de ces mémes concentrations sur la toxicité globale des
cullures semble moindre, les valeurs analysées s'échelonnent entre 4.35 et 5.47

pe.cell
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Nous observons ici une relation inversement proportionnelle entre la
loxicité détectée el le taux de division des celtules: plus 1a culture se développe
rapidement el plus la quantité dacide okadaique préseate est faible. De plus, il
est intéressant de noter gue lorsque les concenlrations en phosphates sont égales
i celles du milieu "K” "normal” (100%), i faut atteindre 880xM.1" de nitrates -
soil la teneur du milieu “normal” - pour obtenir une toxicité de 4.42 pg.cell™.
Dans ce cas, et bien que la teneur lolale en azote soit plus faible que celle du
milieu “K” (pas de NHLCI), fa toxicilé est plus faible que celle obienue avec une
tencur en azole lotal identiquc  celle du mitiew "K™ “normal” (100%) mais avec
une teneur en Na,Glycérophosphate de 10uMIY, soit 7.67 pg.cell’. Tnver-
sement, le taux de division est plus faible: 0.092 divj" comparé 4 0.066 div.j’
respectivement. Les conditions expérimentales font que la difference cnise ces
deux milieus tieal uniquement a la présence de chlorure d’ammonium dans
I'expérience sur le phosphore.

Le ratio N/P du milicu "K” est de 93/1 soit un excés d’azote par rapport
aux phosphates; en lo ramenant a 881 par suppression du  chiorure
d'ammeonium. nous observons une jon du laux de croi de la
souche, mais, dans e méme temps, une diminution de la loxicité. Les nitrates
ont done un réle primordial sur e taux de division de P, ima. Cependant, celte
influence positive de lazote inorganique nest valuble que dans une gamme de
concentrations comprises entre U et 880uM.ET.

Quelle que soil L'expérience, nous observons une toxicité faible ou
movyenne de la souche. Le seul facteur testé enlrainant une augmenlation signi-
ficative de la toxicité est la diminuion du taux de croissance en présence de
phosphore organique. Ce phénomeéne serait sans doute davantage a relier avec
la source d'azote supplémentaire présente dans le milieu sous forme de chlarure
d’ammonivm.

Ces observations vost a I‘encontre des résullats donnés par certains au-
teurs (Anderson ef al., 1990; Boyer et al.. 1985, 1987) sur V'effet d’une carence
en phosphore sur la loxicité des dinoflagelies: une carence cn azote entrainerail
une baisse trés sensible de la loxicité el une carence en phosphore une augmen
tation dramatique de cetie méme toxicite. Toulefols. nous pouvoas meitre en
évidence une relation: taux de croissance faible - toxicité élevée particuliérement
nette dans V'expérimentation sur le phosphore, mais non significative dans le test
sur L'azote.

Bien que Tomas & Baden (1991) aient travaille 4 26°C sur une souche
tropicale clonale de P. fima cultivée en jarres de verre, il est interessant de com-
parer leurs résultats aux notres dans la mesure ou leur milies de cullure est
identique. Ces auteurs trouvent des contenus toxiniques cellutaires comparables
(7 pgcell! contre 5 pg.cell! pour la souche espagaole) en présence de
phosphore inorganique, avee des variations non significatives m cours de crois-
sance. En revanche, les teneurs sonl nettemenl plus importantes (11 a 13
pe.cell') avec du glycéraphosphate cl pour des taux de croissance moins élevés.

11 semblerait donc que d'une part l'origine de la culture ait une incidence
fon négligeable sur le contenu toxinique, et dautre part I'cffet positf d'une
réduction du laux de division sur la production de toxine ne soit vérifiable qu'en
réponse & une carence en phosphate inorganique.
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